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Tipos de evaluacion de seguridad

0o 10.00 20,00 3000 40,00 50,

Métndos de ensayos de tnicdad sguda ¥ subaguda (snsayos e
inciuidos

Prusbss de Tntzciinisansiilzaciin 451

Toicidad erdnica y subcririca 85

Mutagenicidad y carcinogenicidad 453

Tosdedad para reproduccian y desarmlo .13

Tosicidad para vertebrados acualicos no incluidos en atras columnas _|Z.-11

Métodos Alternativos (3Rs):

todo procedimiento
gue permita:
REFINAR un método para Humane Experimental Technique
disminuir el estrés y el
sufrimiento de los
animales
REDUCIR el numero de
animales
REEMPLAZAR el uso de
animales

(Russell & Burch, 1959)

Responsabilidad

Alternativas I

1. Evitar la repeticion innecesaria de experimentos in
Vivo e in vitro: Protocolos y estudios previos.
Disponibilidad de la informacién, intercambio.
Flexibilidad. Estrategias integradas

2. Modelos Computarizados de Prediccion: in silico

* Cinéticaambiental de compuestos quimicos
¢ Farmaco-toxicocinética (PB-PK)

* Relacion Cuantitativa Estructura-Actividad (QSAR) —
3. Mejoras en el disefio de estudios animales:
* Reduccion: nimero de animales usados o
* Refinamiento: minimizacién del dolor y distres; nuevos modelos

4. Uso de organismos inferiores no protegidos:

* Bacterias, hongos, protozoos, algas, plantas, animales invertebrados
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Alternativas II
5. Vertebrados en etapas iniciales de desarrollo:
Peces, anfibios, reptiles, pajaros, mamiferos

6. Métodos In vitro :
Organos: bafios, perfusién, cultivo, cortes, 6rganos
reconstituidos
Explantes, reagregados celulares, micromasas, cocultivos
Cultivo primario de células dispersadas
Lineas celulares /transgénesis
Sistemas libres de células

7. Otros: :
* Estudios en humanos: Voluntarios, epidemiol6gicos, vigilancia

* Modelos en la ensefianzay formacién: Modelos mecanicos, sistemas
audiovisuales, y simulaciones por ordenador y de realidad virtual

(Repetto et al., 1998)

Bioindicadores in vitro

Morfologia celular y tisular Forma, tamafio, diferenciacién, organelas
Viabilidad Celular Captacion de colorantes, adhesion, fagocitosis

Proliferacion Celular Proteinas, DNA, ciclo celular ] !#
Actividad Metabdlica Sustancias Reguladoras '& o

Uso de energia, enzimas, pH, biolum. calor.
Sintesis de Macromoléculas J
i

Citoesqueleto / Membranas Composicion y estabilidad a
Permeabilidad i6nica / Sistem de Transporte

Sefializacion celular GJIC, citoquinas, NO

Acidos Nucleicos Expresion génica / inhibicion D
Mutacion / degradacion / apoptosis

Sistem. Biotransformacion MFO, P450

Sistemas Defensivos ¥ GSH, G6PDH, metalotioneinas

Indicadores Especificos SN, higado, S Inmune, S Reprod; ej:

despolarizacion
‘ Genomica- Proteémica- Metabolomica- Citomica

Procedimiento basico

CULTIVO MANTENIMIENTO SIEMBRA DE PLACAS

APLICACION DE
REACTIVOS
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Fluorescencia Electroforesis en Gel en

Métodos in vivo e in vitro: complementarios

“En muchas areas biomédicas, n

los métodos experimentales in
vitro son cada vez mas : :
utilizados como métodos de “h Y
eleccion en vez de estudios
animales, no porque .
suministren la misma I
informacion, sino porque

suponen la mejor [h:
aproximacion cientifica a los
problemas estudiados” BAnimals _ BAlternatives  BHumans

(Balls et a., 1995) Inventory of Spanish Instit..(Repetto
et al., 1999)

Conceptos basicos:

* Lavalidacion es el proceso por Y

el que se establece la ECYAM

q oSt ) A
reproducibilidad y relevancia de

un procedimiento para un
determinado propdsito ‘@

La aceptacion por las
autoridades reguladoras de un
procedimiento consiste en su

inclusién entre los ensayos ;

admitidos en la valoracion del Tereal
riesgo
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Etapas en la evolucion de ensayos, segiin

su finalidad
1.- Desarrollo del ensayo (tab de orig

finir Finalidad del ensayo, Utilidad del ensay efio del método,
licacion de compuestos apropiados (estudio intralaboratorio)
nsideracion de su validacion

I: Refinamiento
Il: Transferencia
Fase lll: Funcionamiento L 1,2,y 3

3.- VALIDACION cientifica (estudio definitivo interlab):
Aavaroly e

- del estudio, seleccion d sayos, los laboratorios y los compuestos [Equipo de
cei
- Codificado y distribucion de los compuestos [L independiente]

- Ensayo [L participantes]

- Recogida de los datos [L participantes] tt"‘“

nalisis de los nalistaindependiente]

valuacion del resultado [Equipo de direccion]

3 NS
4.- Evaluacion del estudio y emisién d propuest@ %
[Grupo de expertos independientes, Ej. ESAC]

5.- ACEPTACION reguladora [3]

[OECD, UE, organismos nacionales] L

Aproximacion modular a la validacion

Definicisn del ensayo S
T Si
Variahilidad Intra-
laboratorin " R 0
Si
Transferencia Fiabilidad R F
_— . or d 2
Varizhilidad Inter- Si o ik :
lahoratorio prne
Si
Capacidad Predictiva
== === i Si
Dominio de aplicarion
Si

Aciin reuensh para cads lazdecoada para et el procest
S BT e S apus s

Grupo e

revsion Tdependisnts
slidsciin, evtes de

nte

Traducids éel o

gles Hartung yr ool 2004

Tipos de validacion:

* Validacion prospectiva

¢ Sistema modular: flexibiliza al proceso de
validacion mediante 7 médulos independientes,
cuya informacién puede obtenerse de modo
prospectivo, retrospectivo o combinado

Validacién catch-up o de emparejamiento: se
comparan los criterios estructurales y de

funcionamiento de un método con otro similar ya
validado y aceptado.

Mediante el peso de la evidencia, evaluacion
retrospectiva del estado de validacion o
validacion retrospectiva.

Problema: el procedimiento de referencia
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Alternative (Non-Animal) Methods for Cosmetics Testing:

Current Status and Future Prospects - 2010

Sarvah Adler"”, [lmd Basketter”, Stuart Creton’’, Olavi Pelkonen'”, Jan van Belnhrln ¥
Valérie Zuanﬂ . Klaus L]lm Andersen . Alexandre Angers- Lmlfrm A\m!r A]Jrlll'l Anna
Bal-Price” mﬂm Bé’l]f“]l:“l Ulnke Elem1u=r Tos Bessems'', Fredenc EIDls Alan
Boabis”, Esther Brandon'! . Susime Bremer”, Thomas Brosehard'’, Silvia Casati’, Sandea
Coecke®, Raffnella Corvi®, Mark Cronin®, George Daston'®, Wolfemng Dekant”, Susen
Felter"® Ehse Gmmard Uriula Cundert- R.nm" Tuula Heinonen™, Tan Kimber' Ios
Kleinjans™, Hann Komulainen™, Reinhard Kreiling™, Joachim Krevsa® Paolo Mazzatorta
Gavin M‘u:\\e]‘S Sharon Munn®, Sofia Batista Lerta® George Lotzou . Stefan Prubler'®
Pascal Phrakonkham®, Aldert Plersm..' Albrecht li'nilrs Pilar Prieto’ Gm]lermn R.rpelro”
Vera Rnum‘-‘ Graet Schosters’! Michael Schwartz' Rositsa serafimova’, -—]mm Tt
Emanuela Testa ", Joost \'m Delft”’, Hank van Loversn™ Mathisn Vinken™ ;\ndm\\u
Worth”, José-Manuel Zaldivar®

Toxicidad aguda /in vivo: Reduccion
¥y Refinamiento
* Métode Clasico (TG 401, B1,
eliminaca 2001)
Método de la Dosis Fijada FD
(TG 420, 2001; B1lbis, 2004)
Método de la Clase Téxica

Aguda ATC (TG 423, Bitris)

Método Arribay Abajo UD (TG
425, 2001; Agencias US, 2003)

Ensayo in vitro para
seleccionar la dosis de inicio
in vivo (ICCVAM 2006; Rec Ag
Us, 2008)

Conclusiones:

* Menos del 10% de los animales de experimentacion se
emplean por requerimientos reguladores

Lavalidacion y aceptacion de nuevos métodos requiere
unos 10 afios. Para tratar de acelerarlo se han
desarrollado nuevas estrategias.

Procedimientos in vitro aceptados:

— 15 ensayos de toxicidad (corrosividad dérmica, irritacion
dérmica, Irritacion severa / corrosividad ocular y fototoxicidad)

— 1 de toxicocinética (absorcion dérmica)

— 5de pirogenicidad

— 3 paravacunas,

— +10 de mutagenicidad (previamente)

Se esperan mas aceptaciones que reduzcan aiun mas el
empleo de animales.
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